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(57) Abstract: The invention 
concerns a method for detecting 
in vitro resistance of cancer 
cells to an oxaliplatin treatment 
5Q characterized in that it consists 

in measuring mitochondrial 
apoptosis of cancer cells being 
treated or capable of being treated 
or to be treated with oxaliplatin. 
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vitro de la resistance de cellules 
canc^reuses a un traitement a 
Toxaliplatine caract6ris6 en ce 

qu'il comprend la mesure de Fapoptose mitochondriale de cellules cancereuses trait^es ou pouvant ou devant etre trait^es a 
l'oxaliplatine. 
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AGENT ANTI-RESISTANCE A L'OXALIPLATINE 

L'invention concerne le traitement de cancers chez des patients presentant une 
resistance a Foxaliplatine. 
5 L'invention concerne notamtnent le diagnostic de la resistance des cancers 

colorectaux au medicament anti-tumoral "oxaliplatine" (denomination commune 
internationale de ce produit, dont le nom commercial est PEloxatine). 

L'invention concerne egalement la reduction de cette resistance par des 
traitements appropries utilisant des agents « anti-resistance », ameliorant Tefficacite du 
10 traitement a base d'oxaliplatine (en association avec Toxaliplatine ou en deuxieme 
intention, apres developpement d'une resistance a Toxaliplatine). 

Les traitements chimiotherapeutiques des cancers colorectaux, malgre la 
disponibilite de molecules anti-tumorales actives comme l'oxaliplatine, voient leur 
efficacite tres limitee par la survenue frequente d'une resistance des cellules tumorales 
15 aux effets cytotoxiques des medicaments, utilises seuls ou en combinaison. 

La reduction de cette resistance est done un enjeu majeur pour la sante et 
rindustrie pharmaceutique. Des traitements a l'oxaliplatine, anticancereux dont 
Tadministration vise a detruire les cellules cancereuses, sont notamment decrits dans les 
documents US 5,716,968 et EP 0 943 331. 
20 Uatteinte de cet objectif, revenant k creer des traitements "anti-resistance" 

associes aux medicaments anti-tumoraux comme Toxaliplatine, necessite Identification 
de mecanismes moleculaires jusqu'a present non elucides qui gouvement Temergence 
de la resistance a Tinterieur des cellules tumorales, 

Uidentification de ces mecanismes, inconnus h ce jour dans le cas de la 
25 resistance des cancers, notamment des cancers colorectaux, a Toxaliplatine, vise done 
principalement deux applications : 

- le diagnostic pr6coce de la resistance : il s'agit d'eviter des chimiotherapies qui 
n'auraient aucun benefice therapeutique, alors qu'elles representent un risque 
toxique et un cout important, 
30 - le traitement par des medications contrariant ou contournant les mecanismes de 

resistance. 
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II est important de noter qu'il n'existe dans Tart anterieur aucun test prScoce de 
resistance au traitement par Toxaliplatine. 

R6sistance a Poxaliplatine : Poxaliplatine est un sel de platine possedant un 
spectre d'activite anti-tumoral beaucoup plus large que les sels de platine 

5 conventionnels comme le cisplatine ou le carboplatine. Les mecanismes de resistance au 
cisplatine ont pu Stre en grande partie 61ucides mais ne rendent pas compte de la 
resistance a Poxaliplatine. Plus particulierement, les deregulations des systemes de 
reparation MMR ou NER associees a la resistance au cisplatine ne conferent pas de 
resistance a Poxaliplatine. La resistance a Poxaliplatine restart jusqu'a la presente 

10 invention inexpliquee. L'oxaliplatine (CgH, 4N204Pt, [(1R, 2R)-1,2- 
cyclohexanediamine-N, N f ] [oxalato (2-)-0 5 O f ] platinum), est un diaminocyclohexane 
coimu pour endommager TADN. La presente invention couvre la resistance a 
Poxaliplatine, ainsi que le cas echeant a des derives de Poxaliplatine qui donnent lieu 
egalement a une resistance. 

15 Deux etudes, menees sur le meme modele cellulaire de cancer ovarien (lignee 

ATCC A2780), identifient un mecanisme potentiellement effecteur de la resistance a 
Toxaliplatine de ce type de cancer : une augmentation de glutathion intracellulaire, ainsi 
qu'une diminution d'accumulation intracellulaire de platine et d'adduits ADN-platine 
sont associ6s a la resistance a Poxaliplatine. Mais ces etudes n'apportent pas de 

20 demonstration fonctionnelle a ces identifications. L'hypothese duplication du 
glutathion est soulignee dans le document Cancer Lett. 1996 Jul. 19, 105(1):5-14, 
Altered glutathione metabolism in oxaliplatin resistant ovarian carcinoma cells (El- 
akawi Z, Abu-hadid M, Perez R, Glavy J, Zdanowicz J, Creaven PJ, Pendyala L.), 
Department of Investigational Therapeutics, Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, NY 

25 14263, USA. 

Une hypothese de Pintervention de mecanismes de reparation de PADN est 
avancee dans le document Cellular and Molecular Pharmacology of Oxaliplatin, Vol. 1, 
227-235, January 2002, Molecular Cancer Therapeutic, (Eric Raymond, Sandrine 
Faivre, Stephen Chaney, Jan Woynarowski and Esteban Cvitkovic). 
30 Toutefois ces Etudes ne permettent pas d'expliquer avec certitude les 

mecanismes de resistance observee. 
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Ainsi, Tinvention vise a pallier les inconvenients de Tart anterieur, et en 
particulier a eiucider les mecanismes de resistance des cancers, notamment des cancers 
colorectaux, a Poxaliplatine, pour pouvoir mettre en oeuvre un diagnostic pr^coce de la 
resistance au cours du traitement, et concevoir tine demarche pharmacologique 

5 rationnelle pouvant aboutir a la mise au point de traitements « anti-resistance » mieux 
cibles sur ces mecanismes. 

Inversement, la realisation de tests diagnostiques pr^coces de la resistance 
permettra, au moins, d'informer le medecin cancerologue de la necessite de reorienter le 
traitement (par exemple en introduisant d'autres medicaments dans le schema 

10 therapeutique). Le benefice en sera la reduction d'effets indesirables et la limitation de 
depenses de sante inutiles. De plus, la disponibilite de traitements specifiques 
(medicaments, therapies geniques, . . .) contrariant ou contournant la resistance au niveau 
des mecanismes mis en evidence (apoptose mitochondriale), restaurera Pefficacite de 
Poxaliplatine. Le benefice sera evidemment medical mais 6galement economique : le 

15 gain d'efficacite justifiera le maintien et Pextension de Putilisation de Poxaliplatine. 

Les inventeurs ont eu a resoudre plusieurs problemes techniques dont la mise en 
place d'un modele experimental fiable (selection et caracterisation de lignees cellulaires 
resistantes a Poxaliplatine a partir de lignees referencees) et Pexploration de ce modele 
(identification de Palteration de Papoptose mitochondriale en tant que marqueur de la 

20 resistance spScifique a Poxaliplatine). 

Les inventeurs ont reussi a demontrer que la resistance a Poxaliplatine est 
associ^e a Texpression anonnale de genes d'apoptose mitochondriale. L'art anterieur 
d6crit des composes inducteurs d'apoptose agissant directement et specifiquement au 
niveau mitochondrial. Toutefois le lien entre Papoptose mitochondriale (AM) et des 

25 mecanismes de resistance a Poxaliplatine n'est nullement decrit ou suggere dans Part 
anterieur. 

Les inventeurs ont ainsi mis au point une methode de diagnostic de la resistance 
a Poxaliplatine, reposant sur la mise en evidence de marqueurs de Talteration de 
Tapoptose mitochondriale dans les cellules tumorales, par tout moyen approprie : 
30 biochimique comme Timmunodetection, genetique comme le s6quen9age ou la 
quantification des transcrits. 
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Ainsi, selon un premier aspect, 1 'invention concerne un procede de detection, in 
vitro ou in vivo, de la resistance de cellules cancereuses a un traitement a 1'oxaliplatine, 
comprenant la mesure de Papoptose mitochondrial de cellules cancereuses traitees ou 
pouvant ou devant etre traitees a 1'oxaliplatine. Par resistance de cellules cancereuses 
5 traitees a 1'oxaliplatine on entend que les cellules cancereuses, d'un patient ou en 
culture, resistent au traitement a l'oxaliplatine de maniere telle que ce traitement n'est 
pas totalement satisfaisant car ne permettant pas de les detruire a un niveau suffisant. 

Ce procede de detection concerne notamment les cancers colorectaux. Cependant 
d'autres cancers dont le traitement comprend 1' administration d'oxaliplatine font 
10 egalement partie de rinvention, en particulier certains cancers des ovaires, des cellules 
germinales, du poumon, des voies digestives, de la prostate, du pancreas, de Tintestin 
grele, de Testomac. 

Selon une realisation le procede de detection comprend la mesure de 
l'expression d'au moins un gene d'apoptose mitochondriale. Par « expression d'au 

15 moins un gene d'apoptose mitochondriale », on entend le niveau d'expression d'au 
moins un gene effecteur ou marqueur d'apoptose mitochondriale. Par g&ne effecteur, on 
entend un gene responsable au moins en partie de l'apoptose mitochondriale, cette 
expression pouvant se traduire notamment par la quantite d'ARNm produite, la quantite 
de proteines codees par ces g^nes, le niveau d'activit6 de ces proteines. Par exemple un 

20 niveau d'apoptose faible peut etre du a la synthese d'une proteine d'apoptose dont la 
sequence differe par rapport a celle d'un patient non resistant, la quantite de proteine 
etant normale mais son activity biologique etant plus faible. Par gene marqueur on 
entend un gene qui n'est pas necessairement implique dans les mecanismes de 
l'apoptose mitochondriale, mais dont le niveau d'expression est correle a un niveau 

25 d'apoptose determine. 

Parmi les genes effecteurs ou marqueurs d'apoptose mitochondriale, on pourra 
en particulier analyser, en plus des genes deja etudies par les inventeurs (gene Bax 
notamment), des genes connus pour leur implication dans les mecanismes d'apoptose 
mitochondriale, decrits notamment dans le document US 6,268,398 : 
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- des facteurs initiant ou stimulant la cascade d'apoptose et/ou PactivitS de 
proteases caspases (Thornberry and Lazebnik, Science 281:1312-1316, 1998), 
tels que le cytochrome c, qui sont lib£res suite a un stress oxydatif ; 

- des « facteurs inducteurs d'apoptose » decrits dans Murphy, Drug Dev. Res. 
5 46:18-25, 1999 ; 

- des facteurs induisant la condensation de la chromatine (Marchetti et al., Cancer 
Res. 56:2033-38, 1996) qui precede Papoptose ; 

- des proteines Bcl-2, connues pour leur activite anti-apoptose, situees dans la 
membrane externe des mitochondries (Monaghan et al., J. Histochem. 

10 Cytochem. 40:1819-25, 1992), qui protegent les membranes contre le stress 

oxydatif (Korsmeyer et al., Biochim. Biophys. Act. 1271:63, 1995 ; Nguyen et 
al., J. Biol. Chem. 269:16521-24, 1994) notamment en bloquant la liberation de 
cytochrome c et P activation de la caspase 3 (Yang et al., Science 275:1129- 
1132, 1997;Klucketal., Science 275:1 132-1 136, 1997). 

15 L'homme du metier dispose de nombreuses techniques appropriSes de mesure de 

Pexpression de genes. On citera par exemple : 

- la mesure d'ARNm et d'ADNc, a Paide de techniques de RT-PCR, de Northern 
blot, d'hybridation a des banques de cDNA (Sambrook et al., Molecular 
Cloning-A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, New York (1989), de 

20 techniques de differential display (Liang et al., 1995, Curr. Op. Immunol. 7:274- 

280 ; EP 534 858), de techniques utilisant des puces a ADNc ou des 
oligonucleotides (Eisen, M. B. and P. O. Brown, Methods Enzymol, 303:179- 
205 (1999) ; Brown, P. O. and D. Botstein, Nat Genet, 21(1 Suppl):33-7 (1999) ; 
Cheung, V. G., et al., Nat Genet, 21(1 Suppl): 15-9(1 999)) ; 
25 - la mesure de proteines a Paide d'analyses westem-blot, immunoWstochimiques. 

Par exemple, la quantification de cytochrome c peut utiliser une m&hode 
spectrophotometrique, immunochimique. La liberation de cytochrome c des 
mitochondries peut etre suivie par exemple h Paide de methodes immunologiques, de la 
spectrom6trie MALDI-TOF couplee k une capture par affinit6 (notamment pour 
30 Papocytochrome c et Pholo cytochrome c), du systeme SELDI (Ciphergen, Palo Alto, 
USA). 
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La mesure de l'activite de caspases peut utiliser des tests sur des substrats de 
caspases (Ellerby et al., 1997 J Neurosci. 17:6165), tels que le peptide marque 
synth&ique Z-Tyr-Val-Ala-Asp-AFC, Z etant un groupement benzoyle carbonyle et 
AFC le 7-amino-4-trifluoromethylcoumarin 5 sur des proteines nucleaires telles que le 
5 UI-70 kDa et le DNA-PKcs (Rosen and Casciola-Rosen, 1997, J. Cell. Biochem. 64:50 ; 
Cohen, 1997, Biochem. J. 326:1). 

Dans la mesure ou le niveau anormalement faible d'apoptose mitochondriale 
peut etre du a plusieurs genes, la detection peut impliquer la mesure du niveau 
d'expression de plusieurs genes d'apoptose : on peut ainsi determiner le profil 
10 d'expression de plusieurs genes compare entre des patients dont on diagnostique la 
resistance et des patients non resistants. En determinant des profils d'expression 
suffisamment precis, le clinicien pourra d&ecter un phenotype resistant, mais aussi 
prevoir des resistances pour optimiser la therapie. 

Les genes d'apoptose mitochondriale peuvent faire partie de l'ADN 
1 5 mitochondrial ou de 1 ' ADN nucleaire. 

Selon une realisation, le procede de detection comprend la mesure de la quantite 
de proteine Bax dans les cellules cancereuses, la mesure des ARNm codant la proteine 
Bax. 

Selon une realisation le procede de detection comprend : 
20 a) la determination du niveau d'apoptose mitochondriale et/ou du niveau d'expression 
d'au moins un g&ie d'apoptose mitochondriale de cellules cancereuses prelevees 
chez un patient traitees h l'oxaliplatine ; 
b) la comparaison du niveau d'apoptose mitochondriale avec un 6chantillon controle 
d'un patient non resistant a l'oxaliplatine. 
25 Un niveau d'apoptose mitochondriale inferieur indique une resistance. Un 

niveau d'expression inferieur indique une resistance dans le cas d'un gene effecteur 
stimulateur de 1'apoptose mitochondriale, un niveau d'expression superieur indique une 
resistance dans le cas d'un g&ie effecteur inhibiteur de 1'apoptose mitochondriale. 

Les 6carts de niveaux d'expression analyses sur un nombre suffisant de patients 
30 permettent de determiner le risque et le degr6 de resistance, les ecarts quantitatifs 
significatifs observes pouvant etre faibles ou eleves selon les genes impliques. 
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On peut utiliser des echantillons par exemple de biopsies sur un individu atteint 
d'un cancer a differents moments. Par exemple, un premier echantillon correspond a 
l'instant du diagnostic et un second echantillon est obtenu a un second instant apres un 
traitement du patient avec une composition comprenant un agent anti-resistance. Le 
5 diagnostic peut aussi etre effectue suite a une therapie genique, par exemple pour 
evaluer le niveau d'apoptose mitochondriale suite au transfert de s6quences d'acides 
nucleiques codant pour des proteines d'apoptose mitochondriale. 

L'invention conceme egalement un proced6 pour la detection de cellules 
cancereuses resistantes a l'oxaliplatine comprenant la mise en contact de Pechantillon 
10 biologique examine avec au moins un anticorps capable de reconnaitre une proteine 
d'apoptose ou un fragment biologiquement actif de cette proteine, et la mise en evidence 
du complexe antigene-anticorps eventuellement form6. 

Pour la mise en oeuvre de ce procede on pourra utiliser un kit comprenant : 

a) un anticorps par exemple monoclonal ou polyclonal, ledit anticorps etant 
15 capable de reconnaitre une proteine d'apoptose ou un fragment 

biologiquement actif de cette proteine ; 

b) eventuellement les reactifs pour la constitution du milieu propice a la 
reaction immunologique ; 

c) eventuellement les reactifs permettant la mise en evidence des complexes 
20 antigenes-anti corps produits par la reaction immunologique. 

Ainsi, des anticorps peuvent etre utilises pour detecter les proteines d'apoptose 
sous exprim6es. De preference, pour une proteine d'apoptose donnee, les anticorps 
reconnaissent les 6pitopes de la prot6ine qui ne sont pas presents dans d'autres proteines. 
Les anticorps destines a reconnaitre sp6cifiquement un ou plusieurs epitopes des 
25 proteines d*apoptose, en particulier la proteine Bax, peuvent etre notamment des 
anticorps monoclonaux, polyclonaux, humanises, chim&riques, des anticorps simples 
chaines, des fragments Fab, des fragments Fab'2, des fragments produits par une banque 
d'expression Fab, des anticorps anti-idiotypiques. 

Les anticorps monoclonaux, population homogene d'anticorps pour un antigene 
30 particulier, peuvent etre obtenus a Taide de techniques connues de Thomme du metier 
telles que la technique des hybridomes de Kohler et Milstein (Nature 256:495-497, 
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1975; and U.S. Pat. No. 4,376,1 10), la technique des hybridomes de cellules B humaines 
(Kosbor et al., Immunology Today 4:72, 1983; Cole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
80:2026-2030, 1983), la technique des hybridomes EBV (Cole et al., "Monoclonal 
Antibodies And Cancer Therapy," Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96, 1985). On peut 
5 ggalement preparer des anticorps monoclonaux a Paide de kits de banques de phage 
display commercialises par Pharmacia ou Stratagene. 

Des anticorps chimeriques peuvent Stre obtenus selon une technique de Morrison 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 81:6851-6855. Des banques d'expression Fab peuvent 
etre construites selon la technique de Huse et al., Science 246:1275-1281, 1989. Des 
10 anticorps anti-idiotypiques peuvent etre obtenus par la technique de Greenspan et Bona, 
FASEB J. 7:437-444, 1993. 

Selon un autre aspect, Pinvention concerne un procede de detection de la 
resistance d'un cancer a Poxaliplatine comprenant la detection in vitro ou in vivo d'au 
moins une mutation indicatrice d'une apoptose d6fectueuse de cellules cancereuses en 
15 cas de traitement a Poxaliplatine. L' identification de telles mutations permet un 
diagnostic precoce qui permet de mieux cibler la therapie et d'eviter des traitements 
inappropries. Le sequen9age compare de genes d'apoptose entre des patients dont on 
diagnostique precocement la resistance et des patients resistants peut egalement etre 
utilise. Ainsi le procede de detection peut comprendre par exemple la detection d'une 
20 mutation dans une region du gene Bax contenant une serie de 8 deoxyguanines. 

L'invention concerne egalement un procede pour la detection de cellules 
cancereuses r6sistantes a Poxaliplatine mettant en oeuvre au moins line sequence amorce 
ou sonde specifique d'un g&ne d'apoptose mitochondriale tel que le gene Bax, obtenue 
par des techniques appropriees de construction utilisant des sequences rep6rees par 
25 exemple dans GenBank. 

L'invention concerne ainsi un procede comprenant : 
a) Pisolement de PADN mitochondrial a partir de P6chantillon biologique a examiner, 
ou Pobtention d'un ADNc k partir de PARN de Pechantillon biologique ou d'ADN 
genomique ; 

30 b) Pamplification specifique de PADN du a) h Paide d'au moins une amorce 
d'amplification d'un gene d'apoptose mitochondriale notamment du gene Bax. 
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On pourra utiliser ainsi un kit de diagnostic de la resistance k l'oxaliplatine 
comprenant des moyens d'extraction de PADN mitochondrial de cellules cancereuses, 
des moyens de detection et d'amplification d'ARNm de genes d'apoptose 
mitochondriale, par exemple du g6ne Bax, ou d' ADN genomique. 
5 L'invention concerne egalement un proc6de comprenant : 

a) la mise en contact d'une sonde nucleotidique d'un gene d'apoptose mitochondriale 
tel que le gene Bax avec Pechantillon biologique analyse, Pacide nucleique de 
Pechantillon ayant le cas echeant prealablement ete rendu accessible a 
Phybridation, dans des conditions permettant Phybridation de la sonde et de Pacide 

10 nucleique de Pechantillon, 

b) la mise en evidence de Phybride eventuellement forme. 

On pourra utiliser un kit de diagnostic de la resistance a l'oxaliplatine 
comprenant : 

a) au moins un compartiment adapte pour contenir et, le cas 6cheant, contenant une 
15 amorce ou une sonde d'un gene d'apoptose mitochondriale tel que le gene Bax ; 

b) eventuellement les reactifs necessaires a la mise en ceuvre d'une reaction 
d'hybridation ; 

c) Eventuellement au moins une amorce et les reactifs necessaires a une reaction 
d'amplification de PADN. 

20 Selon un autre aspect Pinvention concerne un procede visant a determiner si un 

traitement a Poxaliplatine doit etre poursuivi et/ou complete, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

a) Pobtention d'au moins deux 6chantillons comprenant des cellules cancereuses 

issues du patient en cours de traitement a Poxaliplatine ; 
25 b) la mesure du niveau d'apoptose mitochondriale, par exemple a Paide de la mesure 

d'expression de la proteine Bax, dans les echantillons ; 
c) la poursuite du traitement lorsque le niveau d'apoptose ne diminue pas lors du 

traitement. 

Selon un autre aspect, l'invention concerne un procede de selection de composes 
30 inhibiteurs de la resistance k Poxaliplatine, d6sign£s composes anti-r6sistance, le 
procede comprenant la mesure de Pexpression d'au moins un gene d'apoptose 
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mitochondriale avant puis apres l'addition d'un compose candidat a des cellules 
cancereuses d'un patient r£sistantes a l'oxaliplatine. 

In vitro, le procede peut comprendre l'addition d'au moins un compost candidat 
a des cellules cancereuses prelevees sur un patient resistantes a l'oxaliplatine, la 

5 comparaison du niveau d'apoptose mitochondriale et/ou d'expression de genes 
d'apoptose en presence et en absence du compost, la deduction de l'effet anti-resistance 
lorsque le niveau d'apoptose est superieur apres l'addition du compose. L'effet anti- 
resistance est egalement deduit si le niveau d'expression apres addition du compose est 
superieur lorsque le gene est un gene stimulateur d'apoptose, et inferieur lorsque le gene 

10 est un gene inhibiteur de l'apoptose mitochondriale. 

In vivo le procede de selection peut comprendre, chez un patient traite a 
l'oxaliplatine et resistant a Poxaliplatine : 

a) l'obtention a un premier instant d'un premier echantillon comprenant des cellules 
cancereuses du patient ; 
15 b) 1 'administration du compose candidat au patient ; 

c) l'obtention a un second instant d'un second echantillon comprenant des cellules 
cancereuses du meme patient ; 

d) la determination du niveau d'apoptose mitochondriale et/ou du niveau d'expression 
d'au moins un gene d'apoptose mitochondriale tel que le gene Bax dans le premier 

20 et le second echantillon ; 

e) la deduction de l'effet anti-resistance k l'oxaliplatine du compose lorsque le niveau 
d'apoptose est superieur dans le second echantillon. 

L'effet anti-resistance est egalement deduit si le niveau d'expression est 
superieur dans le second echantillon lorsque le gene est un gene stimulateur d'apoptose, 
25 et inferieur si le gene est un gene inhibiteur de l'apoptose mitochondriale. De tels 
procedes in vivo concernent de preference des composes derives de composes deja 
identifies comme anti-r6sistants. 

Par agent anti-r6sistance on entend un compose capable de diminuer, de 
preference de compenser totalement, la resistance des patients a l'oxaliplatine. Ces 
30 agents anti-resistance sont destines a r6tablir le niveau normal d'expression d'au moins 
un g6ne d'apoptose mitochondriale, soit directement, soit indirectement par exemple par 
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Pactivation ou Pinhibition de molecules regulatrices de Pexpression de ces g&nes. Un 
agent anti-resistance pourra par exemple bloquer Pactivite d'un compose responsable 
d'une inhibition anormale de Pactivite de genes d'apoptose au niveau de la 
transcription, de la traduction, ou de Pactivite d'une proteine. 

5 On peut rechercher des composes candidats notamment parmi des petites 

molecules, des polypeptides (par exemple oligopeptides, anticorps, fragments 
d'anticorps), des acides nucleiques. Les precedes de criblage d'agents anti-resistance a 
l'oxaliplatine font typiquement intervenir des banques de molecules connues de rhomme 
du metier telles que des banques de substances biologiques (proteines notamment), des 

10 banques de substances synthetiques. 

Des banques de composes peuvent se presenter sous forme de solution (e.g., 
Houghten, 1992, Biotechniques 13:412-421), sur des billes (Lam, 1991, Nature 354:82- 
84), sur des puces (Fodor, 1993, Nature 364:555-556). On peut egalement utiliser des 
banques decrites dans les documents US 5,292,646 et 5,270,281. 

15 On pourra etudier en particulier Peffet de composes deja connus de lliomme du 

metier comme stimulateurs de Papoptose mitochondriale, tels que le TNF (facteur de 
necrose des tumeurs), le FasL, le glutamate, PHerbimycin A (Mancini et al., J. Cell. 
Biol. 138:449-469, 1997), le Paraquat (Costantini et al., Toxicology 99:1-2, 1995), des 
inhibiteurs de proteines kinase tels que la Staurosporine, la Calphostin C, les derives de 

20 la d-erythro-sphingosine, le chlorure de Cheierythrine, des inducteurs de MAP kinase 
tels que PAnisomycine, des inducteurs de MPT categorie dont fait partie la prot&ne Bax 
(Jurgenmeier et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:4997-5002, 1998). 

Parmi les tests permettant de mesurer le niveau d'apoptose mitochondriale, on 
peut citer la mesure de Pactivite enzymatique de complexes mitochondriaux ETC I, II, 

25 HI, IV et de PATP synthetase, la mesure de la consommation mitochondriale d'oxygene 
(Miller et al., J. Neurochem., 67:1897, 1996), la mesure de Petat d'oxydation du 
cytochrome c mitochondrial a 540 nm, la mesure du stress oxydatif en presence et en 
absence de Pagent anti-resistance. 

Selon un autre aspect Pinvention conceme Putilisation d'au moins un agent anti- 

30 resistance stimulateur de Papoptose mitochondriale pour la preparation d'un 
medicament chez des patients pr£sentant ou susceptibles de presenter une resistance a 
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Poxaliplatine. Par patient resistant on entend un patient presentant des cellules 
cancereuses r6sistantes a Poxaliplatine. On peut utiliser un tel agent anti-r6sistance chez 
des patients presentant une reponse partielle au traitement a Poxaliplatine pour 
ameliorer Pefficacit6 du traitement. 

5 Selon une realisation les composes anti-resistance sont issus d'un proced6 de 

selection tel que decrit pr£cedemment. L'homme du metier dispose de tests 
suffisamment d6crits dans la demande pour selectionner ces composes ; Pinvention 
couvre done 6galement Putilisation de ces composes, meme si la structure chimique 
precise des composes n'est pas totalement identifiee : si un compose teste r£pond aux 

10 criteres de selection (en particulier stimulation de Papoptose, augmentation de 
Pexpression d'au moins un gene stimulateur d'apoptose, diminution de Pexpression 
d'au moins un gene inhibiteur d'apoptose.), alors l'homme du metier pourra Putiliser 
pour la pr6paration d'un medicament anti-resistance a Poxaliplatine sans avoir 
necessairement besoin de connaitre sa structure chimique. 

15 Le traitement ciblera plus specialement les cellules cancereuses ayant acquis la 

resistance a Poxaliplatine. Le traitement vise a retablir wi niveau d*expression ou 
d'activite de genes impliques dans Papoptose mitochondriale suffisant pour que les 
cellules cancereuses resistantes reengagent plus activement ce processus. On 
recherchera une apoptose normale similaire a celle de cellules cancereuses non 

20 resistantes, ou au moins une augmentation de Papoptose mitochondriale sufifisante pour 
reduire les symptdmes cliniques. 

Le traitement du patient fera intervenir typiquement P association de 
Poxaliplatine et d'au moins un agent anti-resistance, selon une administration qui peut 
etre simultanee, separee ou etalee dans le temps. La quantite d'agents anti-resistance a 

25 administrer aux patients doit etre suffisante pour etre therapeutiquement efficace, pour 
reduire au moins partiellement la resistance k Toxaliplatine. Le traitement combinant 
Toxaliplatine et au moins un agent de anti-r6sistance a Toxaliplatine, chez un patient 
resistant, vise de manidre pr&ferentielle a obtenir une efficacit6 th6rapeutique au moins 
egale a celle d f un traitement a l'oxaliplatine chez un patient non resistant. 
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L'invention concerne egalement une methode de traitement d'un patient resistant 
a Poxaliplatine ou susceptible de presenter une resistance a Poxaliplatine, comprenant 
Padministration d'au moins un compose stimulateur de l'apoptose mitochondriale. 

L'invention concerne egalement un precede pour inhiber une r6sistance a 
5 Poxaliplatine chez Phomme, comprenant Padministration d'un compost capable de 
stimuler selectivement Papoptose mitochondriale de cellules cancereuses, chez un 
patient requ6rant un tel traitement anti-resistance. 

La toxicite et Tefficacite therapeutique des agents anti-resistance peuvent etre 
determinees par des techniques standard d'exp&imentation sur les cultures de cellules 
10 ou des animaux de laboratoire. La transposition sur des patients humains connaissant 
ces donnees est obtenue a l'aide de methodes appropriees. 

Une formulation selon Pinvention comprend de Poxaliplatine typiquement dans 
une quantite de 1 k environ 10 mg/ml, de preference 1 a 5 mg/ml, et encore preferee de 
2 a 5 mg/ml. Les doses d'oxaliplatine administrees au patient resistant seront 
15 typiquement de Tordre de 10 mg/m2/jour a 250 mg/m2/jour, de preference 20 
mg/m2/jour a 200 mg/m2/jour, de preference entre 50 et 150 mg/m2/jour. 

L'administration peut etre repetee pendant des cycles de 1 a 5 jours espaces d'un 
intervalle de 1 a 5 semaines. Pour des patients presentant une plus forte resistance, le 
clinicien determinera la dose d'oxaliplatine appropriee, la dose d'agents anti-resistance, 
20 la dur6e du traitement. 

On pourra associer le cas echeant a Toxaliplatine et a P agent anti-r6sistance au 
moins im compost connu de Phomme du metier pour renforcer Pefficacite et/ou la 
stabilite de Poxaliplatine ; de tels agents sont decrits dans les documents EP 0 943 331 
et WO 01/66102. 

25 L'oxaliplatine sera typiquement associee a un transporteur pharmaceutiquement 

acceptable, tel qu'vm solvant approprie. Le transporteur sera en general de Teau, ou un ou 
plusieurs solvants, ou un melange d'eau et d'un ou plusieurs solvants appropries. On 
pourra pref6rer de Teau pure sterile pour injection et parmi les solvants : les 
polyalkylene glycols tels que le polyethylene glycol, le polypropylene glycol, le 

30 polybutylene glycol et analogues, l'dthanol, le polymere l-vinyl-2-pyrrolidone, des 
solutions de sucres pharmaceutiquement acceptables telles que le lactose, le dextrose, le 
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sucrose, le mannose, le mannitol, les cyclodextrines ou analogues. Le pH des 
formulations en solution d'oxaliplatine est typiquement de 2 a 5, de preference de 3 k 
4,5. 

Les formulations de la presente invention seront administrees aux patients par 

5 des voies conventionnelles appropriees, typiquement par voie parenterale (par exemple 
intraveineuse, intrap6ritoneale et analogues), ^administration intraveineuse se fera par 
exemple sur une periode de 12 heures a 5 jours. Le pourcentage du compose actif dans 
les formulations mixtes selon Tinvention comprenant Toxaliplatine et au moins un agent 
de resistance, est adapte selon le dosage et le degre de resistance a Toxaliplatine en 

10 particulier. Le dosage approprie pour un patient particulier sera determine notamment en 
fonction du type d'administration choisi, de la duree du traitement, de la taille, de Tage, 
de la condition physique du patient, du degre de resistance a Toxaliplatine, de la reponse 
du patient a la composition. 

L'incorporation de Tagent anti-resistance dans la composition d'oxaliplatine 

15 s'effectue par les techniques appropriees. 

Pour une administration orale a l'aide de pastilles, poudres, granules et 
analogues, on pourra utiliser des excipients tels que le lactose, le chlorure de sodium, le 
sucrose, le glucose, Turee, Tamidon, le calcium, le kaolin, la cellulose cristalline, Tacide 
salicyllique, la methyle cellulose, le glycerol, l'alginate de sodium, la gomme arabique et 

20 analogues. On pourra utiliser des agents de liaison habituels tels que des solutions de 
glucose, des solutions d'amidon, des solutions de gelatine. On pourra utiliser des 
desintegrants tels que Tamidon, Talginate de sodium, la poudre d'agar, le carbonate de 
calcium. Parmi les agents absorbants, on pourra utiliser Tamidon, le lactose, le kaolin, la 
bentonite. Parmi les lubrifiants, on pourra utiliser le talc purifie, les sels d'acides 

25 steariques, le polyethylene glycol. 

On prendra soin pour la formulation d f <§viter des problemes eventuels dus a 
Tassociation d'oxaliplatine et d'un agent anti-r6sistance tels que les problemes de 
precipitation des composes. 

Une composition therapeutique d'oxaliplatine comprendra typiquement 0,005 % 

30 a 95 %, de preference 0,5 a 50 % d'oxaliplatine et d f agents anti-resistance. 
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Snr le plan du mecanisme d'action, selon une realisation, l'agent anti-resistance 
est un agent stimulateur de l'expression d'au moins un gene d'apoptose mitochondriale. 

Selon une realisation, l'agent anti-r6sistance est une molecule capable d'inhiber 
Pexpression de genes irihibiteurs de Tapoptose mitochondriale. On pourra utiliser des 

5 oligonucleotides antisens complementaires d'ARNm codant des molecules inhibitrices 
de Texpression de genes effecteurs d'apoptose. L'oligonucleotide antisens se liera 
specifiquement a TARNm de telles molecules inhibitrices en inhibant leur traduction. La 
complementarite devra etre suffisante pour que lliybridation avec l'AKNm de la 
molecule inhibitrice conduise a la formation d ! hybrides stables. Typiquement, on 

10 utilisera des antisens d'une longueur comprise entre 6 et 50 nucleotides typiquement d'au 
moins 10 k 20 nucleotides. Les antisens peuvent etre synth&ises par des m6thodes 
connues de lliomme du metier en utilisant des nucleotides modifies pour augmenter la 
stabilite du duplex antisens/sens. On peut utiliser par exemple les nucleotides modifies 
suivants : 5-fluorouracile, 5-bromouracile, 5-chlorouracile, 5-iodouracile, hypoxanthine, 

15 xanthine, 4-acetylcytosine, 5-(carboxyhydroxylmethyl) uracile, 5-carboxymethyl 
aminomethyl-2-thiouridine, 5-carboxymethylaininomethyluracile, dihydrouracile, beta- 
D-galactosylqueosine, inosine, N6-isopentenyladenine, 1-methylguanine, 1 -methyl 
inosine, 2,2-dimethylguanine, 2-m6thyladenine, 2-methylguanine, 3-methylcytosine, 5- 
methylcytosine, N6-adenine, 7-methylguanine, 5-methylaminomethyluracile, 5-methoxy 

20 aminomethyl-2-thiouracile, beta-D-mannosylqueosine, S'-methoxycarboxym&hyl 
uracile, 5-methoxyuracile, 2-m6thylthio-N6-isopentenyladenine, 5-m6thyl-2-thiouracile, 
3-(3-amino-3-N-2-carboxypropyl) uracile, 2,6-diaminopurine. Les antisens peuvent 
aussi etre produits biologiquement a Paide d'un vecteur d'expression dans lequel 
Pantisens a et6 sous clon6 dans vine orientation antisens. 

25 L'antisens pourra le cas echeant etre conjugue avec des molecules peptidiques 

facilitant son transport ou son activite au niveau du site d'action ciblee. On peut injecter 
les molecules antisens directement dans une zone cible du tissu, l'antisens peut etre lie a 
des molecules telles que des peptides ou des anticorps capables de se lier 
specifiquement a des recepteurs exprimes a la surface des cellules cibles. 

30 L'administration d'antisens sera telle que ces molecules puissent agir a un niveau 

suffisant dans les mitochondries. 
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L'invention concerne selon un autre aspect une composition pharmaceutique 
comprenant de Poxaliplatine et au moins un agent anti-resistance capable de stimuler 
Papoptose mitochondriale, en stimulant l'expression de genes d'apoptose 
mitochondriale ou en bloquant des effecteurs responsables de la resistance. 
5 Selon une realisation, l'agent anti-resistance est un agent de regulation- 

stimulation de l'expression du gene Bax, et/ou un agent de blocage d'effecteurs de 
resistance. 

L'expression de genes d'apoptose mitochondriale peut etre augments par le 
transfert decides nucleiques contenant une sequence codante pour le gene d'apoptose 

10 et/ou une sequence regulatrice, a l'aide de techniques de transfert appropriees pour les 
mitochondries. Ces sequences peuvent etre liees dans des vecteurs d'expression et 
transferees dans les cellules, par exemple a l'aide de plasmides. L'acide nucleique insere 
dans le vecteur peut coder la sequence complete de la proteine d'apoptose ou un 
fragment biologiquement actif ayant une activite de preference d'au moins 50, 70, 90, 

15 95 % de l'activit6 de la proteine d'apoptose complete. 

Les acides nucleiques utilisables dans les vecteurs d'expression peuvent etre lies 
operationnellement a des sequences regulatrices telles qu'une sequence promoteur ou 
enhancer qui stimule leur expression. Ces sequences regulatrices peuvent etre celles 
associees naturellement aux genes codant pour des proteines d'apoptose. 

20 L'homme du metier connait un grand nombre de techniques appropriees pour le 

transfert decides nucleiques dans les cellules par des vecteurs notamment plasmidiques, 
telles que la technique liposome-polybrene, la transfection DEAE dextran (Feigner et 
al., Proc. Natl. Acad., Sci. USA, 84:7413,1987 ; Ono et ai., Nuerosci. Lett. 117:259, 
1990 ; Brigham et al., Am. J. Med. Sci. 298:278, 1989), Telectropration (Neumann et 

25 al., EMBO J., 7:841, 1980), la precipitation au phosphate de calcium (Graham et al., 
Virology, 52:456, 1973 ; Wigler et al., Cell., 14:725, 1978 ; Feigner et al., supra), la 
microinjection (Wolff et al., Science, 247:1465, 1990), les techniques biolistiques. On 
utilisera de preference des vecteurs appropries pour un transfert de genes au niveau 
mitochondrial, par exemple le virus HBV (virus de Thepatite B), transfert decrit par 

30 exemple dans le document US 6, 1 00,068 . 
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Ainsi, le traitement de la resistance a 1'oxaliplatine repose sur Tutilisation de 
nouveaux precedes therapeutiques, en particulier le recours a des substances chimiques 
et/ou k des therapies geniques, capables de reduire la resistance en restaurant l'activation 
de l'apoptose mitochondriale normalement provoquee par Toxaliplatine dans les cellules 

5 tumorales des cancers colorectaux. 

La pr6sente invention a aussi pour objet une cellule HCT1 16/S telle que deposee 
le 16 juin 2003, sous le numero : 1-3051, aupres de la Collection Nationale de Cultures 
de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, Paris, France. 

La lignee denommee HCT1 16/S est issue d f un sous-clonage de la lign6e sauvage 

10 HCT116 de PATCC (afin de s'assurer de la clonalite de ces cellules). Cette lignee 
HCT1 16/S a fait Fobjet d'un depot le 16 juin 2003, sous le numero : 1-3051, aupres de 
la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) de PInstitut Pasteur, 
Paris, France, dans le cadre du traite de Budapest. 

La presente invention a aussi pour objet Putilisation d'une cellule HCT116/S 

15 telle que d£pos£e a la CNCM le 16 juin 2003, sous le numero : 1-3051, ou de toute 
cellule derivee de cette cellule HCT1 16/S, pour etudier la correlation entre la resistance 
de cellules canc£reuses, de preference colorectales, a un traitement anti-cancereux et 
Pexpression et/ou Pactivite d'un gene d'apoptose mitochondriale. 

Par cellule d6rivee de cette cellule HCT1 16/S telle que deposee a la CNCM le 16 

20 juin 2003, sous le numero : 1-3051, on entend designer ici notamment, toute cellule fille 
issue de cette lignee HCT116/S, ou toute cellule variante issue de cette lignee 
HCT1 16/S ayant de preference acquise une resistance a un compose, tel qu'un compose 
anti-cancereux comme Poxaliplatine, ou ayant retrouve une sensibilite a un tel compost 
(cf. par exemple les lignees cellulaires issues de HCT116/S decrites ci-apres dans le 

25 paragraphe « Mise en place du modele experimental »). 

De telles cellules HCT1 16/S telle que deposee a la CNCM le 16 juin 2003, sous 
le numero : 1-3051, ou leurs cellules derivees pourront ^galement etre utilisees pour la 
mise en evidence et Fidentification d'un gene d'apoptose mitochondriale dont 
F expression est liee a la resistance de cellules cancereuses, de preference colorectales, a 

30 un traitement anti-cancereux, notamment a un traitement a Foxaliplatine. 
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De telles cellules HCT1 16/S telle que deposee a la CNCM le 16 juin 2003, sous 
le numero : 1-3051, ou leurs cellules d6rivees pourront egalement etre utilises pour la 
selection d'un compose capable de stimuler Papoptose mitochondriale d'une cellule 
cancereuse, ledit compose etant destine a etre associe a un agent anti-cancereux pour 

5 lequel ladite cellule cancereuse est resistante, de preference ledit agent anti-cancereux 
pour lequel ladite cellule cancereuse est r£sistante est Poxaliplatine et, le cas 6cheant, 
ladite cellule est une cellule cancereuse colorectale. 

Un tel procede comprendra notamment une etape dans laquelle, ledit compose a 
tester et Pagent anti-cancereux pour lequel ladite cellule cancereuse est r6sistante, seront 

10 mis en presence desdites cellules HCT116/S ou leurs cellules derivees mis, puis 
P observation de la resistance de ces cellules, notamment en etudiant Pactivite de genes 
d'apoptose mitochondriale, telle que Pactivite de Bax et/ou Bak, ou encore de genes 
impliques dans Papoptose mitochondriale tels que cites ci-avant. 

D'autres objets et avantages de Pinvention apparaitront a la lecture de la 

15 description detaillee qui suit, illustree par les figures suivantes : 

- la figure 1 demontre que la lignee HCT116R, resistante a l'oxaliplatine, 
n'exprime pas la proteine Bax ; 

- les figures 2 A h 2D demontrent que les lignees HCT1 16R et SW620R resistent 
a Tinduction apoptotique telle qu'elle est provoquee par Toxaliplatine dans les lignees 

20 HCT1 1 6 et SW620 d'origine ; 

- les figures 3 A et 3B demontrent que les lignees HCT1 16R et SW620R resistent 
egalement a Tinduction apoptotique mitochondriale directe, qui peut etre obtenue sous 
Teffet des agents arsenic et lonidamine ; 

- les figures 4A a 4C demontrent que la sensibilite a Poxaliplatine est associee au 
25 degre deactivation de Bax ; 

- les figures 5A a 5E demontrent que la sensibilite a Poxaliplatine est associee au 
degre d'activation de Bak, 

Mise en place du modele experimental : 
30 Les travaux ont 6te realises "in vitro" sur des lignees cellulaires de cancer 

colorectal (CCR) obtenues aupres de la collection internationale ger6e aux Etats-Unis 
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(ATCC) et re-clonees au laboratoire. Ces lignees sont referencees, en particulier par 
Tlnstitut americain de recherche sur le cancer (NCI/NIH), comme standards pour 
revaluation pharmacologique des drogues anti-tumorales. 

A partir de ces lignees, sensibles a Tefifet cytotoxique de l'oxaliplatine, les 

5 inventeurs ont isole des lignees derivees capables de resister specifiquement a 
l'oxaliplatine (et non aux autres medicaments que sont le cisplatine et Pirinotecan), en 
exposant ces cellules a des concentrations croissantes d'oxaliplatine, dans un schema 
adapte a Tacquisition de la resistance. Les resultats presentes dans la demande 
concernent les lignees d'origine, HCT116 et SW620, ainsi que leurs derivees HCT116R 

10 (d6nommee aussi ci-apres HCT116/R) et SW620R (denommee aussi ci-apres 
SW620/R), respectivement 70 et 20 fois plus r6sistantes que les lignees d'origine. 

Concernant la lignee referencee ATCC HCT1 16, deux lignees sont ainsi d6crites 
dans l'exemple 1 ci-apr^s : 

- la lignee denommee HCT1 16, qui est denommde HCT1 16/S dans l'exemple 2, 
15 est issue d'un sous-clonage de la lignee sauvage HCT1 16 de PATCC (afin de s'assurer 

de la clonalite de ces cellules). Cette lignee HCT116/S a fait l'objet d'un depot le 16 
juin 2003, sous le numero : 1-3051, aupres de la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes (CNCM) de PInstitut Pasteur, Paris, France, selon les dispositions du 
traite de Budapest, ceci conformement a la Regie 6. 1 ; 
20 - la lignee denommee HCT1 16R ou HCT1 16/R, qui est denommee HCT1 16/R2 

dans l'exemple 2, d6riv6e de la lign6e HCT116 apres acquisition de resistance a 
Toxaliplatine et clonage (correspond au clone 70 fois plus resistant que la lignee sensible 
de reference HCT1 16/S). 

25 Dans Pexemple 2, trois autres variants cellulaires sont dScrits. II s'agit : 

- de la lignee HCT116/R1 derivSe de la lignee HCT116 apres acquisition de 
resistance a Toxaliplatine et clonage (correspondant a un clone 30 fois plus resistant que 
la lignee sensible de reference HCT1 16/S), 

- du variant HCT116/Revl d6riv<§ de la lignee HCT116/R1 apres culture en 
30 absence d'oxaliplatine pendant 6 mois. Ce variant est caracterise par un retour au niveau 

initial de sensibility (sensibilite a Toxaliplatine comparable k HCT1 16/S), 
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- du variant HCT116/Rev2 derive de la lignee HCT116/R2 apres culture en 
absence d'oxaliplatine pendant 15 mois. Ce variant est caracteris6 par une perte 
seulement partielle de resistance a Toxaliplatine (variant HCT1 16/Rev2 est 16 fois plus 
resistant que la lignee HCT1 1 6/S). 

5 Les lignees HCT116/R1 et Revl ne sont pas porteuses de la mutation 

homozygote du gene Bax identifiee sur HCT116/R2 (controle par s6quen?age de la 
region contenant les codons 38 a 41). Le niveau ^expression de Bax est equivalent pour 
HCT116/S, Rl et Revl. Le variant HCT116/Rev2 conserve la mutation homozygote 
identifiee sur HCT116/R2 ainsi que Tabsence d'expression de Bax caracteristique de 

10 cette mutation. 

EXEMPLE 1 : Resistance a l'oxaliplatine des lignees HCT1 16R et SW620R derivees des 
lignees de CCR HCT1 16 et SW620, et rfeultats 

15 Tableau 1 

«Les lignees HCT116R et SW620R derivees des lignees de CCR HCT116 et SW620 
sont specifiquement resistantes k Poxaliplatine » 



ICsoOtM) 5 



Lignee 
cellulaire 


Oxaliplatine 


Cisplatine 


Mnotecan 


HCT116 


0,32 ± 0,08 (l,0) b 


4,7 ±1,8 (1,0) 


7,7 ±3,8 (1,0) 


HCT116/R 


21,9 ±6,3 (68,4) 


13,4 ±6,6 (2,9) 


9,5 ±4,2 (1,2) 


SW620 


3,4 ±0,6 (1,0) 


7 ±1,7 (1,0) 


23,3 ± 0,6 (1,0) 


SW620/R 


62,3 ± 12,9 (18,3) 


9 ±1,7 (1,4) 


11,7 ±2,5 (0,5) 



a La concentration inhibitrice 50 ou IC est la concentration de medicament qui diminue la croissance 
20 cellulaire de 50 %. Les valeurs d'IC 5 o ont et6 mesurdes par le test colorim6trique wstl apres incubation du 
medicament pendant 48 heures. Les valeurs correspondent a la moyenne ± SD obtenue a partir d'au moins 
trois experiences independantes. 

b Les nombres entre parentheses correspondent a la resistance relative, deterrninee par le rapport de riC 50 
du clone resistance divisee par riC 50 du clone parental. 
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Le tableau 1 montre que les lignees HCT116R et SW620R sont 
approximativement 70 fois et 20 fois plus resistantes & Toxaliplatine que les lignees dont 
elles derivent. Elles pr6sentent tres peu ou pas de resistance crois6e au cisplatine et a 
l'irinotecan. Leur resistance est done specifique de Poxaliplatine. 
5 Le travail a ete mene en paralldle sur deux modeles cellulaires de fonds 

g6netiques differents de fa9on a pouvoir renforcer la signification des resultats observes ; 
ainsi, la lignee SW620 est issue d'une metastase et possede une proteine r6gulatrice p53 
mutee alors que la lignee HCT116 est issue d'une tumeur primitive a instability 
microsatelllite et possede une proteine p53 sauvage. L'observation de T alteration de 
10 Tapoptose mitochondriale associee au phenotype resistant (voir plus loin), dans deux 
contextes cellulaires differents, permet de gen6raliser les resultats et done apportent une 
forte probability de son impact medical. 

Exploration du modele experimental 

Les demonstrations essentielles ont ete apportees sur ces deux lignees distinctes, 
15 de fa<?on a corroborer le caractere universel de 1 'invention. Quelques etudes 
complementaires ont ete limitees a la lignee HCT1 16 et a sa derivee HCT1 16R. 

Les mecanismes moleculaires de resistance k Poxaliplatine des cellules de CCR 
etant inconnus, les inventeurs ont etudie comparativement Texpression genique des 
phenotypes sensible et resistant dans le modele HCT1 16 (analyse de transcriptome). Les 
20 inventeurs ont reussi k identifier un abaissement marque du taux d'ARN messagers de 
certains genes lie a Tapoptose, en particulier du gene Bax impliqu6 dans la voie dite 
" Apoptose mitochondriale" (AM). 

Ces observations ont 6te renforcees par Tanalyse biochimique (l'immuno- 
empreinte signale la disparition de Texpression de la proteine Bax) et par le sequen9age 
25 du g&ne Bax (dans la lignee HCT1 16R, une mutation homozygote du gene Bax supprime 
son expression). 

Figure 1 : 

La figure 1 montre que la lignee HCT1 16R n'exprime pas la proteine Bax, avec 
30 ou sans traitement a roxaliplatine, alors que la lignee HCT1 16 d'origine Pexprime sans 
traitement et la sur-exprime apres traitement par Voxaliplatine. Un sequen<?age a 
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d6montre que la lignee HCT116R est mutante homozygote (deletion d'une 
deoxyguanosine) dans une region du gene Bax contenant une s6rie de 8 
d6oxyguanosines (codons 38 a 41), ce qui interdit son expression par decalage du cadre 
de lecture. La lignee HCT116 d'origine etant heterozygote G8/G7, elle exprime done 

5 normalement le gene Bax. 

Legende de la figure 1 : detection de Bax par Western-blotting en absence, ou sous 
Peffet d'un traitement, a Poxaliplatine dans le modele HCT116. Les cellules sont non 
trait6es ou traitees par Poxaliplatine a raison de 15 p,M pendant 48 h (ou 50 \iM pendant 
24 h) avant la preparation des lysats cellulaires. L'expression de la tubuline est utilisee 

10 comme controle de depots proteiques equivalents. 

Les inventeurs ont focalis£ les travaux sur Tetude fonctionnelle de cette voie, en 
liaison avec la resistance a 1'oxaliplatine. Les principaux resultats obtenus sont les 
suivants : 

- Dans un premier temps, les inventeurs ont demontre que les lignees HCT1 16R 
15 et SW620R, comparativement aux lignees d'origine, sont resistantes a Pinduction 
d'apoptose par Poxaliplatine. Les inventeurs ont 6galement verifie sur le modele 
HCT116 que cette resistance a Tapoptose est specifiquement developpee vis a vis de 
Toxaliplatine, puisque la lignee HCT1 16R reste sensible a Tinduction d f apoptose par un 
autre medicament anti-CCR (ririnotecan) dont le mecanisme d'action est different. 
20 Figures 2A a 2D : 

Les figures 2A a 2D montrent que les lignees HCT1 16R et SW620R resistent a 
Tinduction d'apoptose par Poxaliplatine. Cette resistance a ete specifiquement 
developpee vis-a-vis de Poxaliplatine : la lignee HCT116R ne resiste pas a Tinduction 
apoptotique provoqu^e par un medicament anti-CCR au mode d'action different, 
25 Pirinotecan (c£ figures 2A, 2B, 2D). La resistance a Pinduction d'apoptose par 
Poxaliplatine, observee par cytofluorimetrie apres marquage par Pannexine V, est 
confirmee par le defaut d'activation de la caspase 3 (figure 2C). 

L6gende des figures 2A a 2D : les cellules HCT1 16 (et R) et SW620 (et R) sont traitees, 
durant 48 heures prealablement a la determination du degr6 d'apoptose, par Poxaliplatine 
30 (figures 2A et 2B) ou un autre medicament anti-CCR, Pirinotecan pour les cellules 
HCT116 et HCT116R (figure 2D). Un controle est realist sans contact avec aucun 
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medicament (Co). Le degre d'apoptose est alors determine en cytofluorometrie utilisant le 
marquage par Pannexin V. Independamment, Pactivation de la proteine effectrice 
d'apoptose Caspase 3 a ete 6valu6e dans les cellules HCT116 et HCT116R apres 
traitement durant 24 heures avec Poxaliplatine afin de valider 1'entree en apoptose des 
5 cellules telle qu'observee par cytofluorometrie (figure 2C). 

- Dans un deuxieme temps, les inventeurs ont demontre que la resistance a 
Papoptose induite par Poxaliplatine des lign6es HCT116R et SW620R s'accompagne 
d'une resistance a Pinduction de Papoptose par deux agents chimiques connus pour etre 
des activateurs directs de PAM (trioxide d'arsenic et lonidamine). 
Figures 3 A et 3B : 

Les figures 3A et 3B montrent que les lignees HCT116R et SW620R sont 
resistantes a Pinduction apoptotique sous Peffet des activateurs directs de PAM que sont 
Parsenic et la lonidamine. 

L6gende des figures 3A et 3B : les cellules HCT1 16 (et R) et SW620 (et R) sont traitees, 
prealablement a le determination du degre d'apoptose, durant 24 heures par le trioxide 
d'arsenic (As), la lonidamine (LND) ou sont laiss6es sans traitement (controle, Co). Le 
degre d'apoptose est alors determine en cytofluorometrie apres marquage au colorant 
"Mitocapture" qui fluoresce differemment dans les cellules apoptotiques et les cellules 
intactes (en relation avec Pintegrit6 mitochondriale). 

Les inventeurs ont ainsi demontre que des alterations genetiques, biochimiques et 
fonctionnelles de Papoptose sont associees a la resistance a Poxaliplatine. Elles 
concement deux lignees cellulaires de CCR s61ectionnees separ^ment pour leur resistance 
25 specifique a Poxaliplatine. La pertinence de cette selection est validee par les 
caracteristiques suivantes : 

- L'acquisition de resistance a Poxaliplatine est specifique puisqu'elle ne 
s'accompagne pas d'une acquisition de resistance au cisplatine (molecule apparent6e et 
presentant tres frequemment une resistance croisee a Poxaliplatine) ou a Pirinotecan 

30 (autre molecule indiquee dans le traitement du CCR en alternative de Poxaliplatine ou 
en association). 
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- La resistance a l'oxaliplatine, ainsi que les alterations fonctionnelles (resistance 
a l'apoptose) sont observees pour une concentration d'oxaliplatine 6quivalente au pic 
plasmatique chez Phomme au cours des traitements. 

Les inventeurs ont demontre que la resistance a l'apoptose s'exerce au niveau 
5 mitochondrial. Cela est notamment demontre par des essais avec des inducteurs directs 
de l'AM. Ces alterations sont done des marqueurs diagnostics de la resistance des cancers 
colorectaux a l'oxaliplatine. De plus, il est probable que la modulation pharmacologique 
de la voie de l'AM, permettra de restaurer tout ou partie de la sensibilite des CCR a 
l'oxaliplatine. Les inventeurs ont en effet verifie, par une etude de plusieurs mois de suivi 
10 des lignees cellulaires derives, que leur phenotype de resistance est spontanement 
reversible en l'absence de pression pharmacologique (= culture cellulaire sans 
oxaliplatine). Cette reversibility totale ou partielle selon les cas, pennet de prevoir une 
reversion sous l'effet d'une substance contrariant ou contournant les mecanismes de 
resistance au sein de l'AM. 
15 Les inventeurs ont en outre developpe la purification de mitochondries a partir de 

lignees sensibles et resistantes afin d'isoler et de tester les effecteurs putatifs de la 
resistance (comme le PTPC), ainsi que des agents de blocage de ces effecteurs (ARN 
anti-sens, substances deja connues pour bloquer un m<§canisme physiologique au niveau 
de l'AM, ...). L'invention couvre egalement la mise en ceuvre de transferts de gene 
20 restaurant le phenotype de sensibilite a Poxaliplatine, et de procSdes de criblage de 
nouvelles entity chimiques permettant de contrarier ou contoumer la resistance, a partir 
des effecteurs comme cibles et de banques de substances chimiques comme sources. 



EXEMPLE 2 : Activation de Bax et de Bak 
25 Activation de Bax 

Bax est present dans les cellules sous deux formes : une forme latente (inactive) et 
une forme active qui participe au processus apoptotique 

Le niveau global depression de Bax est equivalent pour les lignees HCT116/S, 
HCT116/R1 et HCT116/Revl. L'exposition a Toxaliplatine induit une surexpression de 
30 Bax. Cette surexpression demeurant comparable sur Tensemble de ces lignees, les 
inventeurs ont cherche a savoir si le degre d f activation de Bax pouvait rendre compte de 
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la reponse des cellules a l'oxaliplatine ou si definitivement Bax, pris isolement, ne 
pouvait pas etre systematiquement associe a la sensibilite a l'oxaliplatine. 
Figures 4A a 4C: Sensibilite a l'oxaliplatine associee au degre d'activation de Bax 
Legende des figures 4A a 4C : Detection de l'activation de Bax par un anticorps 
5 specifique de la conformation active de Bax et analyse intracellulaire par cytometric de 
flux. Les cellules sont fixees, permeabilisees puis incubees avec 1 'anticorps specifique de 
la conformation active de Bax. Enfin la rev61ation se fait par l'incubation de l'anticorps 
secondaire couple au FITC. Le marquage des cellules non traitees est represente par la 
courbe en trait noir fin. Celui des cellules traitees (12, 24 ou 48 heures avec 15 uM 
10 d'oxaliplatine) est represente par les courbes en trait noir epais. L'apparition de cellules 
fortement marquees (courbes en trait noir epais d6calees sur la droite) temoigne de 
l'activation de Bax. L'experience a ete reproduite trois fois et a permis d'obtenir des 
resultats comparables. 

Les inventeurs ont mis en evidence a l'aide des figures 4A a 4C que l'etat de 
resistance ou sensibilite des cellules a l'oxaliplatine est finement correle avec le degr6 
d'activation de Bax. L'activation est amoindrie et retardee dans la lignee resistante 
HCT1 16/R1 (figure 4B) par rapport a la lignee sensible HCT1 16/S (figure 4A). Le retour 
a l'etat de sensibilite du revertant HCT116/Revl (figure 4C) s'accompagne du retour a 
une activation precoce de Bax. 
20 Activation de Bak 

La molecule pro-apoptotique Bak joue un r61e preponderant au meme titre que 
Bax dans 1'apoptose mediee par la permeabilisation mitochondriale. Ces deux molecules 
semblent avoir des fonctions trds voisines et parfois redondantes. Les inventeurs ont done 
egalement cherche a savoir s'il existait une relation entre niveau d'activation de Bak et 
25 une reponse a l'oxaliplatine sur l'ensemble des lignees y compris pour les lignees 
HCT1 16/R2 et Rev2 mutees sur Bax. 

Figures 5A a 5E : Sensibilite a l'oxaliplatine associee au degr6 d'activation de Bak 
Legendes des figures 5A a 5E : Detection de l'activation de Bak par un anticorps 
specifique de la conformation active de Bak et analyse intracellulaire par cytometric de 
30 flux. Les cellules sont fixees, permeabilisees puis incubees avec l'anticorps specifique de 
la conformation active de Bax. Enfin la revelation se fait par l'incubation de l'anticorps 
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secondaire couple au FITC. Le marquage des cellules non traitees est represents par la 
courbe en trait noir fin. Celui des cellules traitees (12, 24 ou 48 heures avec 15 uM 
d'oxaliplatine) est represents par les courbes en trait noir epais. L'apparition de cellules 
fortement marquees (courbes en trait noir epais decalees sur la droite) temoigne de 
5 P activation de Bak. Cette experience a ete reproduite deux fois. 

Les inventeurs ont mis en evidence a Paide des figures 5A a 5E que L'activation 
de Bak en reponse au traitement par Poxaliplatine est retardee sur les lignees resistantes 
HCT116/R1 (figure 5B) et HCT116/R2 (figure 5C). Les revertants Revl (figure 5D) et 
Rev2 (figure 5E) retrouvent le niveau d'activation de Bak de la lignee sensible 
10 HCT116/S (figure 5A). A Pegal de Bax, l'activation de Bak est finement correlee a la 
reponse des cellules a 1'oxaliplatine. 



15 



En conclusion, une co-activation de Bax et Bak peut 6tre observee en rSponse a 
Poxaliplatine. L'activation precoce de Bax et Bak est associee a Petat de sensibilite des 
cellules a Poxaliplatine. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de detection in vitro de la resistance de cellules cancereuses a un 
traitement a Poxaliplatine, caracterise en ce qu'il comprend la mesure de Papoptose 

5 mitochondriale de cellules cancereuses traitees ou pouvant ou devant etre traitSes a 
roxaliplatine. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le cancer est un 
cancer traite k Poxaliplatine, notamment un cancer colorectal, un cancer des ovaires, un 
cancer des cellules germinates, un cancer du poumon, un cancer des voies digestives, un 

10 cancer de la prostate, un cancer du pancreas, un cancer de Tintestin grele, un cancer de 
l'estomac. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracteris6 en ce qu'il comprend la 
mesure de P expression d'au moins un gene d'apoptose mitochondriale. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en 
15 ce qu'il comprend la mesure de Pexpression d'au moins un gene codant pour une 

proteine Bax, Bcl-2, cytochrome c. 

5. Procede selon la revendication 3 ou 4, caracterise en ce qu'il comprend la 
mesure des ARNm transcrits des genes d'apoptose mitochondriale. 

6. Proc6de selon la revendication 3 ou 4, caracterise en ce qu'il comprend la 
20 mesure de la quantite et/ou de Pactivit6 de proteines d'apoptose mitochondriale dans les 

cellules cancereuses. 

7. Procede de detection in vitro de la resistance de cellules cancereuses k un 
traitement a Poxaliplatine caracterise en ce qu'il comprend la detection d'au moins une 
mutation indicatrice d'une apoptose mitochondriale deficiente en cas de traitement a 

25 Poxaliplatine, notamment d'une mutation dans une r6gion du gene Bax contenant une 
serie de 8 deoxyguanines. 

8. Procede selon Piuie quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce qu'il comprend : 

a) la determination du niveau d'apoptose mitochondriale, et/ou du niveau 
30 d'expression d'au moins un g&ne d'apoptose mitochondriale, sur des cellules 
cancereuses prelevees chez un patient ; 
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b) la comparaison du niveau mesure avec un echantillon contrdle de cellules non 
resistantes a Poxaliplatine. 

9. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il comprend la mise 
en contact des cellules canc6reuses avec un anticorps capable de reconnaitre une 

5 proteine d'apoptose mitochondriale ou un fragment biologiquement actif, et la mise en 
evidence du complexe antigene-anticorps eventuellement forme. 

10. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce qu'il met en ceuvre une sequence amorce ou sonde specifique de gene d'apoptose 
mitochondriale. 

10 11. Precede selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comprend : 

a) eventuellement Pisolement de PADN mitochondrial k partir de Pechantillon 
biologique a examiner, ou Pobtention d'un ADNc a partir de PARN de Pechantillon 
biologique ou d'ADN genomique ; 

b) Pamplification specifique de PADN du a) a Paide d'au moins une amorce 
15 d'amplification de gene d'apoptose mitochondriale. 

12. Precede selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comprend : 

a) la mise en contact d'une sonde nucleotidique d'un gene d'apoptose avec 
Pechantillon biologique analyse, Pacide nucleique de Pechantillon ayant le cas echeant 
prealablement 6te rendu accessible a 1 'hybridation, dans des conditions permettant 

20 Phybridation de la sonde et de Pacide nucleique de Pechantillon ; 

b) la mise en Evidence de Phybride eventuellement forme. 

13. Proc6d6 de s61ection de compose inhibiteurs de la resistance de cellules 
cancereuses a Poxaliplatine, caracterise en ce qu'il comprend : 

a) Paddition d'au moins un compose candidat a des cellules canc6reuses 
25 resistantes a Poxaliplatine ; 

b) la comparaison du niveau d'apoptose mitochondriale et/ou d'expression d'au 
moins un gene d'apoptose en presence et en absence du compose ; 

c) la deduction de Peffet anti-resistance lorsque le niveau d'apoptose 
mitochondriale est superieur apres Paddition du compose, ou lorsque le niveau 

30 d'expression est superieur dans le cas oil le gene est un gene stimulateur d'apoptose 
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mitochondrial^ ou lorsque le niveau d'expression est inferieur dans le cas ou le gene est 
un gene inhibiteur d'apoptose mitochondriale. 

14. Utilisation d'au moins un agent stimulateur de Papoptose mitochondriale, 
notamment choisi parmi le TNF, le FasL, le glutamate, PHerbimycin A, le Paraquat, des 

5 inhibiteurs de proteines kinase tels que la Staurosporine, la Calphostin C, les derives de 
la d-erythro-sphingosine, le chlorure de Chelerythrine, des inducteurs de MAP kinase 
tels que P Anisomycine, des inducteurs de MPT pour la preparation d'un medicament 
chez des patients pr&entant ou susceptibles de presenter une resistance a l'oxaliplatine. 

15. Utilisation selon la revendication 14 pour la preparation d'un 
10 medicament contre un cancer colorectal, des ovaires, des cellules germinales, du 

poumon, des voies digestives, de la prostate, du pancreas, de l'intestin grele, de 
Testomac. 

16. Utilisation selon la revendication 14 pour la preparation d'un 
medicament contre les cancers colorectaux. 

15 17. Produit contenant l'oxaliplatine et un agent stimulateur d'apoptose 

mitochondriale, notamment choisi parmi le TNF, le FasL, le glutamate, PHerbimycin A, 
le Paraquat, des inhibiteurs de proteines kinase tels que la Staurosporine, la Calphostin 
C, les derives de la d-erythro-sphingosine, le chlorure de Ch61erythrine, des inducteurs 
de MAP kinase tels que PAnisomycine, des inducteurs de MPT comme produit de 

20 combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps en tant 
qu'anti-cancereux. 

18. Composition comprenant de l'oxaliplatine et au moins un agent anti- 
resistance capable de stimuler Papoptose mitochondriale, choisi parmi le TNF, le FasL, 
le glutamate, PHerbimycin A, le Paraquat, des inhibiteurs de proteines kinase tels que la 

25 Staurosporine, la Calphostin C, les derives de la d-erythro-sphingosine, le chlorure de 
Chelerythrine, des inducteurs de MAP kinase tels que PAnisomycine, des inducteurs de 
MPT. 

19. Kit de diagnostic de la resistance d'un cancer k l'oxaliplatine caracterise 
en ce qu'il comprend : 

30 a) au moins un compartiment adapte pour contenir une sonde ; 
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b) eventuellement les reactifs necessaires k la mise en oeuvre d'une r6action 
d'hybridation ; 

c) eventuellement au moins une amorce et les reactifs necessaires a une reaction 
d'amplification de l'ADN. 

5 20. Cellule HCT1 16/S telle que d6posee le 16 juin 2003, sous le numero : I- 

3051, aupres de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 
Institut Pasteur, Paris, France. 

2 1 . Utilisation d'une cellule HCT 1 1 6/S selon la revendication 20, ou de toute 
cellule derivee de cette cellule HCT 1 16/S, pour etudier la correlation entre la resistance 

10 de cellules cancereuses, de preference colorectales, a un traitement anti-cancereux et 
l'expression d'un g6ne d'apoptose mitochondriale. 

22. Utilisation d'une cellule HCT1 16/S selon la revendication 20, ou de toute 
cellule derivee de cette cellule HCT116/S, pour la mise en evidence et ^identification 
d'un gene d'apoptose mitochondriale dont Texpression est liee a la resistance de cellules 

15 cancereuses, de preference colorectales, a un traitement anti-cancereux. 

23. Utilisation d'une cellule HCT1 16/S selon la revendication 20, ou de toute 
cellule derivee de cette cellule HCT 1 16/S, pour la selection d'un compos6 capable de 
stimuler 1'apoptose mitochondriale d'une cellule cancereuse, ledit compose etant destine 
a etre associe a un agent anti-cancereux pour lequel ladite cellule cancereuse est 

20 resistante, de preference ledit agent anti-cancereux pour lequel ladite cellule cancereuse 
est resistante est Poxaliplatine et, le cas 6cheant, ladite cellule est une cellule cancereuse 
colorectale. 



WO 03/107006 Itfk PCT/FR03/01842 

1/7 



HCT116 HCT116/R 



Bax _ 
Tubuline 




FIGURE 1 



WO 03/107006 PCT/FR03/01842 

2/7 




FIGURE 2A 
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